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BIORREATOR DE IMERSAO TEMPORARIA E BIOESTIMULANTES NO
CULTIVO IN VITRO DE Cattleya nobilior Rchb.f.

RESUMO GERAL

A familia Orchidaceae possui representatividade no Cerrado brasileiro; contudo, a beleza
e diversidade de suas flores tornam varias espécies vulneraveis a coleta predatoria. Entre
elas, Cattleya nobilior destaca-se pelo elevado valor ornamental e pelo risco de redugao
populacional devido ao extrativismo. Uma estratégia eficiente para diminuir essa
vulnerabilidade ¢ o desenvolvimento de protocolos de producao comercial associados a
conservagao ex situ por meio do cultivo in vitro. Assim, objetivou-se avaliar técnicas de
micropropagacdo utilizando bioestimulantes e diferentes sistemas de cultivo para
otimizar o crescimento de C. nobilior. Para atingir os objetivos, foram conduzidos dois
experimentos independentes. Em ambos, foram avaliados o crescimento in vitro da
espécie, sendo cultivadas em dois sistemas: sistema convencional (SCC) e biorreator de
imersdo temporaria (BIT), submetidas a diferentes concentragdes de bioestimulantes: 1)
Moringa oleifera (0; 12,5; 25,0; 37,5 ¢ 50 g L") e 2) Chlorella sp. (0,0; 0,15; 0,30; 0,45;
0,60 g L™"). Apds 90 dias, as plantas foram avaliadas quanto ao crescimento vegetativo in
vitro. Os experimentos tiveram o delineamento experimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 5 (dois sistemas de micropropagagdo ¢ 5 concentragcdes do
bioestimulante) com quatro repeticoes. Para o experimento 1, o BIT apresentou
desempenho superior ao sistema de cultivo convencional na maioria das caracteristicas
de crescimento, destacando as concentracdes de 37,5 e 50 g L' de M. oleifera, que
promoveram o aumento no numero de folhas, comprimento total € no comprimento da
raiz. No experimento 2, as concentragdes de Chlorella sp. ndo favoreceram o crescimento
da planta, porém aumentaram o numero de brotacdes e nimero de folhas, indicando
respostas diferenciadas entre os Orgdos vegetativos e evidenciando seu uso para a
conservacgao e multiplicagdo da espécie. De modo geral, os experimentos evidenciam que
o biorreator de imersao temporaria ¢ uma tecnologia eficiente para o cultivo in vitro de
C. nobilior, proporcionando maior crescimento e vigor das plantas. Além disso, tanto
Moringa oleifera quanto Chlorella sp. apresentam potencial como bioinsumos, desde que
aplicados em concentracdes adequadas as necessidades fisiologicas para cada espécie.
Assim, seus usos associados ao BIT constituem estratégias promissoras para a producdo
comercial e conservagao ex situ de C. nobilior.

Palavras-chave: Orchidaceae; Horticultura ornamental; Orquideas nativas.
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TEMPORARY IMMERSION BIOREACTOR AND BIOSTIMULANTS ON THE
IN VITRO CULTIVATION OF Cattleya nobilior Rchb.1.

ABSTRACT

The Orchidaceae family has great representativeness in the Brazilian Cerrado; however,
the beauty and diversity of its flowers make several species vulnerable to predatory
collection. Among them, Cattleya nobilior stands out due to its high ornamental value
and the risk of population reduction resulting from extractivism. An efficient strategy to
reduce this vulnerability is the development of commercial production protocols
associated with ex situ conservation through in vitro cultivation. Thus, the objective was
to evaluate micropropagation techniques using biostimulants and different cultivation
systems to optimize the growth of C. nobilior. To achieve this objective, two independent
experiments were conducted. In both experiments, in vitro growth of the species was
evaluated, with plants cultivated in two systems: conventional system (SCC) and
temporary immersion bioreactor (BIT), and subjected to different concentrations of
biostimulants: 1) Moringa oleifera (0; 12.5; 25.0; 37.5 and 50 g L") and 2) Chlorella sp.
(0.0; 0.15; 0.30; 0.45; 0.60 g L™"). After 90 days, the plants were evaluated for in vitro
vegetative growth. The experiments were arranged in a completely randomized design in
a 2 x 5 factorial scheme (two micropropagation systems and five biostimulant
concentrations), with four replications. In experiment 1, the TIB showed superior
performance compared to the conventional cultivation system for most growth
characteristics, highlighting the concentrations of 37,5 and 50 g L™! of M. oleifera, which
promoted increases in the number of leaves, total length, and root length. In experiment
2, the concentrations of Chlorella sp. did not favor plant growth; however, they increased
the number of shoots and leaves, indicating differentiated responses among vegetative
organs and evidencing its use for species conservation and multiplication. Overall, the
experiments demonstrate that the temporary immersion bioreactor is an efficient
technology for in vitro cultivation of C. nobilior, providing greater growth and plant
vigor. In addition, both Moringa oleifera and Chlorella sp. show potential as bio-inputs,
provided they are applied at concentrations appropriate to the physiological needs of each
species. Thus, their use associated with TIB constitutes promising strategies for
commercial production and ex sifu conservation of C. nobilior.

Keywords: Orchidaceae; Ornamental horticulture; Native orchids.



INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a produgao de flores e plantas ornamentais apresenta-se como uma
atividade promissora e estratégica, pois permite a exploragdo economicamente rentavel
(JUNQUEIRA & PEETZ, 2018; LI et al.,, 2021). Em 2024, o setor de floricultura
brasileiro movimentou cerca de 21 bilhdes de reais, registrando crescimento de 9,95% em
relagdo ao ano anterior. Dentre os setores de produgdo, destacam-se as flores de vaso
(58%), plantas ornamentais (24%), flores de corte (15%), e outros (3%), segundo os dados
do IBRAFLOR (2025). Representando grande parte do comércio de floricultura, as
orquideas sao amplamente valorizadas por suas flores de corte e plantas ornamentais em
vaso, sendo apreciadas por sua diversidade morfologica, coloragdo exuberante e elevada
longevidade pds-colheita (YUAN et al., 2021; TIRUWA et al., 2024).

A familia Orchidaceae destaca-se como uma das maiores entre as
angiospermas em termos de riqueza de espécies (ZHANG et al., 2022). O Brasil possui
aproximadamente 2.666 espécies distribuidas em 247 géneros, dos quais 23 géneros e
1.534 espécies endémicas do pais. Entre os biomas brasileiros, o Cerrado destaca-se como
um dos dominios fitogeograficos mais ricos em espécies da familia Orchidaceae,
apresentando 652 espécies registradas (FLORA E FUNGA, 2026).

Dentre essas espécies, a Cattleya nobilior Rchb.f. conhecida como a “Rainha
do Cerrado”, uma orquidea nativa do Brasil com ampla distribui¢do geografica,
ocorrendo nos estados de Amazonas, Bahia, Distrito Federal, Goias, Maranhao, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Pard, Rondonia e Tocantins, podendo ser encontrada nos
biomas de Cerrado e Floresta amazonica (FLORA E FUNGA, 2026). E uma planta de
habito epifito ou rupicola, com caule rizomatoso, apresentando uma ou duas folhas, cujas
as flores sdo altamente apreciadas em razao de suas coloragdes variadas, que incluem tons
de rosa escuro, rosa claro ou lilds, com emissdo de uma a trés flores por planta (BFG,
2018). A exuberancia das espécies de orquideas nativas e endémicas do Brasil contribui
para o seu elevado potencial ornamental (CASTRO et al., 2022; RIBEIRO et al., 2024).

Apesar desse potencial, as espécies nativas sofrem com a coleta predatoria,
além da degradacdo dos seus habitats naturais. Esses fatores t€ém acelerado o declinio
populacional de diversas espécies, colocando em risco sua conservagdo in situ €
evidenciando a necessidade de estratégias sustentaveis de produgdo e conservacao. De
acordo com Bullough et al. (2021), em pesquisas de carater social, os entrevistados

relataram que o comércio de plantas ornamentais ¢ fortemente impulsionado por espécies



nativas. Diante desses cenarios, as estratégias de propagagao ex situ, sobretudo por meio
do cultivo in vitro, apresentam-se como alternativas vidveis e sustentdveis para a

conservagao dessas espécies (SANTOS et al., 2021; FERREIRA, 2022).

N

FIGURA 1. Aspectos morfolégicos gerais de Cattleya nobilior Rchb.f. A- Flor e B-

Aspectos vegetativos. Foto: Peinado, R. B., 2025.

A micropropaga¢do in vitro surge como uma op¢ao viavel, assegurando a
qualidade genética e fitossanitaria das plantas, uma vez que o cultivo € realizado em
recipientes estéreis e sob condigdes ambientais controladas. Essa técnica tem se
consolidado como uma ferramenta estratégica, oferecendo vantagens expressivas quanto
a multiplicacdo rapida, propagacdo livre de doencas, melhoramento genético e
conservagdo de recursos genéticos vegetais (TEIXEIRA, 2023; KULUS et al., 2024). No
entanto, embora sua eficiéncia seja amplamente reconhecida, a produgdo de plantas
ornamentais demanda sistemas que combinem maior eficiéncia produtiva com a
utilizagdao mais racional dos recursos ¢ do ambiente (SALACHNA, 2022).

Nesse contexto, a adogao de sistemas de cultivo inovadores e eficientes torna-
se fundamental para superar as limitagdes do cultivo convencional, principalmente no que
se refere a viabilidade comercial. Dentre as técnicas de cultivo, os biorreatores de imersao
temporaria se destacam por permitirem o controle dos parametros fisicos essenciais ao

desenvolvimento das plantas, além de promoverem o contato temporario e eficiente das



plantas com o meio nutritivo, favorecendo a absor¢do uniforme de nutrientes essenciais.
Assim, esses sistemas vém sendo utilizados para propagagao de diferentes géneros de
orquideas, com adaptacdes nos meios de culturas, reguladores de crescimento e explantes
para cada espécie (VENDRAME et al., 2023; NONGDAM et al., 2023).

Associado aos sistemas de cultivo, a composi¢cdo do meio nutritivo exerce
influéncia direta sobre a eficiéncia dos protocolos de cultivo in vitro (HAMDENI et al.,
2022). Nesse sentido, os meios de cultura podem ser modificados pela adigao de materiais
organicos de baixo custo, como alternativa aos aditivos sintéticos dispendiosos (DE
STEFANO et al., 2022). A incorporag¢ao desses aditivos pode estimular o crescimento
dos tecidos, aumentar a emissdo de brotos, folhas e raizes e contribuir para a propagacao
e conservacgdo de orquideas ameacadas de extingdo (MERCADO et al., 2022).

Desta forma, compostos organicos tém demonstrado elevado potencial na
promog¢do da propagacdo in vitro, conforme observado em estudos com Dendrobium
moniliforme (L.) Swartz (HWANG et al., 2024), Cattleya warscewiczii Rchb.f., Cattleya
gaskelliana (N.E.Br.) B.S.Williams (MERCADO et al., 2022), Dendrobium antennatum
(Lindl.) (GAAL et al., 2025) e Cattleya nobilior Rchb.f. (NUNES et al., 2025).

Dentre esses compostos, os bioestimulantes sdo produtos constituidos por
substancias naturais de origens diversas, cujas categorias incluem &cidos hiimicos e
falvicos, hidrolisados proteicos e aminoacidos, extratos de algas marinhas, além de
microrganismos benéficos, como fungos e bactérias, e elementos inorganicos, tais como
fosfito e silicio (DU JARDIN, 2015; BOUTAHIRI et al., 2024; BRASIL, 2025). A
funcionalidade desses produtos ndo se restringe a simples nutricdo mineral, podendo atuar
como sinalizadores bioativos que modulam vias metabolicas e a expressao génica.
Fisiologicamente, esses compostos interferem no equilibrio hormonal endogeno,
influenciando a sintese e a atividade de fitormdnios como auxinas, citocininas e acido
salicilico, fundamentais para a regulacdo do desenvolvimento vegetal
(NGOROYEMOTO et al., 2019; ZULFIQAR et al., 2020).

Essa regulacdo fisioldgica pode desencadear respostas diretas, como o
aumento da atividade antioxidante, a redu¢do da peroxidagdo lipidica nas membranas
celulares e o incremento nos teores de clorofila e na taxa fotossintética.
Consequentemente, viabiliza a expressao do potencial genético da planta, favorecendo a
eficiéncia na absorc¢do e transporte de nutrientes e ampliando a tolerancia a estresses
abidticos (GODINEZ-MENDOZA et al., 2023; BOUTAHIRI et al., 2024; MARTINEZ-
LORENTE et al., 2024). A utilizacdo desses compostos amplia a eficiéncia do uso de



recursos e reduz a dependéncia de insumos sintéticos, viabilizando sistemas de cultivo de
menor impacto ambiental e maior sustentabilidade ecologica (ROUPHAEL & COLLA,
2020).

Nesse contexto, a utilizagdo de bioestimulantes na produg¢ao de mudas de
espécies nativas pode impulsionar o crescimento e elevar o padrao de qualidade das
plantas produzidas (COIMBRA et al., 2021), além de contribuir com os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU (Agenda 2030), especialmente em relacao
aos ODS 2 (Fome Zero e Agricultura Sustentavel), 12 (Consumo e Produgao
Responsaveis) e 15 (Vida Terrestre) ao favorecer uma producdo mais sustentavel e a
conservagdo da biodiversidade (ONU, 2015).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo avaliar o efeito da
suplementagdo do meio de cultura com bioestimulantes no cultivo in vitro de Cattleya
nobilior Rchb.f., visando otimizar o crescimento—das plantas, contribuindo para o
aprimoramento dos protocolos de micropropaga¢do da espécie, aliando eficiéncia
produtiva e sustentabilidade e auxiliando estratégias de conservagdo ex situ de orquideas

nativas e de elevado valor ornamental.
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CAPITULO I - Moringa oleifera Lam. NO CULTIVO IN VITRO DE Cattleya
nobilior Rchb.f.

RESUMO

A familia Orchidaceae apresenta elevada diversidade e importancia ecoldgica e
ornamental, destacando-se Cattleya nobilior Rchb.f., espécie nativa do Cerrado
brasileiro. A degradacdo dos habitats naturais tem comprometido sua conservagio,
tornando necessarias estratégias eficientes de propagacdo ex situ. Nesse contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adi¢cdo de extrato foliar de Moringa
oleifera Lam., em diferentes concentracdes, associada a distintos sistemas de cultivo in
vitro, sobre o desenvolvimento de C. mnobilior. Plantas oriundas de germinacao
assimbidtica foram cultivadas em meio MS ('2) suplementado com 0,0; 12,5; 25,0; 37,5
e 50,0 g L' de extrato de moringa, em sistema de cultivo convencional (SCC) e em
biorreator de imersao temporaria (BIT). Apos 90 dias de cultivo, foram avaliadas nimero
de folhas, massa fresca, comprimento da maior folha, comprimento da maior raiz,
comprimento da parte aérea, nimero de brotos, comprimento total e numero de raizes.
Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5 (dois
sistemas de micropropagagao e cinco concentracdes de M. oleifera), com 4 repeti¢des. Os
resultados evidenciaram efeito significativo da interacdo entre sistemas de cultivo e
concentragdes do extrato, com desempenho superior do BIT em relagdo ao SCC. A
concentracdo de 50 g L' associada ao BIT promoveu maiores incrementos em massa
fresca, comprimento da parte aérea, comprimento da maior raiz e comprimento total das
plantas. Embora o numero de raizes tenha sido superior na auséncia do extrato, os
tratamentos com maiores concentragdes de moringa favoreceram o alongamento
radicular, caracteristica fundamental para o sucesso da aclimatizacdo das plantas
micropropagadas. Conclui-se que a combinag¢do do extrato de moringa com o sistema de
imersdo tempordaria constitui uma estratégia eficiente, para a micropropagacao de C.
nobilior, oferecendo uma alternativa sustentavel para sua conservacao e produgao.

Palavras-chave: Bioestimulante; Orchidaceae; Espécie nativa.



Moringa oleifera Lam. IN THE IN VITRO CULTURE OF Cattleya nobilior Rchb.f.

ABSTRACT

The Orchidaceae family exhibits high diversity and ecological and ornamental
importance, with Cattleya nobilior Rchb.f., a native species of the Brazilian Cerrado,
standing out. The degradation of natural habitats has compromised its conservation,
making efficient ex situ propagation strategies necessary. In this context, the present study
aimed to evaluate the effect of adding Moringa oleifera Lam. leaf extract, at different
concentrations, associated with different in vitro culture systems, on the development of
C. nobilior. Plants originating from asymbiotic germination were cultivated in MS (%)
medium supplemented with 0.0; 12.5; 25.0; 37.5 and 50.0 g L' of aqueous moringa
extract, in a conventional culture system (SCC) and in a temporary immersion bioreactor
(BIT). After 90 days of cultivation, the following parameters were evaluated: number of
leaves, fresh mass, length of the longest leaf, length of the longest root, shoot length,
number of shoots, total length, and number of roots. A completely randomized design in
a 2 x 5 factorial scheme (two micropropagation systems and five concentrations of M.
oleifera) was used, with 4 replications. The results showed a significant interaction effect
between cultivation systems and extract concentrations, with superior performance of
BIT compared to SCC. The concentration of 50 g L™ associated with BIT promoted
greater increases in fresh mass, shoot length, length of the longest root, and total plant
length. Although the number of roots was higher in the absence of the extract, the
treatments with higher concentrations of moringa favored root elongation, a fundamental
characteristic for the successful acclimatization of micropropagated plants. It is
concluded that the combination of moringa extract with the temporary immersion system
constitutes an efficient, sustainable, and low-cost strategy for the micropropagation of C.
nobilior, offering a sustainable alternative for its conservation and production.

Keywords: Biostimulant; Orchidaceae; Native species.
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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae ¢ considerada a maior entre as angiospermas, com
mais de 800 géneros e 30.000 espécies no mundo (WFO, 2026). No Brasil, sdo descritos
247 géneros, destacando-se Cattleya spp., com 107 espécies, das quais 100 sao endémicas
(FLORA E FUNGA, 2026). Dentre elas, Cattleya nobilior Rchb.f., conhecida como
“Rainha do Cerrado”, ¢ valorizada por seu potencial ornamental, variabilidade genética e
durabilidade das flores, além de sua representatividade sociocultural, sendo a flor simbolo

do Estado de Mato Grosso do Sul (OSTETTO, 2015; BRASIL, 2019) (Figura 1).

FIGURA 1. Aspectos morfologicos gerais de Cattleya nobilior Rchb.f. A- Flor e B-
Aspectos gerais. Foto: Peinado, R. B., 2026.

Apesar de sua relevancia ecoldgica e sociocultural, orquideas nativas sofrem

pressdo antropica associada a degradacdo de habitat, coleta ilegal e comércio
insustentavel, contribuindo para o declinio populacional de diversas espécies (TICKTIN
etal.,2023; SINGER etal., 2024). A perda de biodiversidade tem levantado preocupacdes
e impactos na estabilidade de ecossistemas, refor¢ando a necessidade de estratégias
efetivas de conservacao (PEIXOTO et al., 2022; LIU et al., 2023; KUMAR et al., 2024).
Nesse contexto, técnicas de propagagado in vitro tém sido consideradas uma

estratégia de conservagdo ex sifu, constituindo método eficiente para a propagagdo em
larga escala e para a conservagdo de plantas raras, ameagadas ou em perigo de extingdo

(KUMAR et al., 2022). A propagacdo in vitro de orquideas utilizando meios semissolidos
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oferece excelente perspectiva de producdo rapida, de qualidade e em larga escala,
entretanto, esse sistema apresenta desvantagens, como baixas taxas de multiplicacao e
altos custos de producao (MIRZABE et al., 2022), consequentemente nao suprindo a
demanda de plantas para fins comerciais e de conservagao.

Nesse cendrio, a micropropaga¢do em biorreatores de imersdo temporaria
(BIT) tem sido proposta para superar limitagdes do sistema semissolido, reduzindo custos
e possibilitando aumento de escala e automacao na producao de plantas (NONGDAM et
al., 2023). Além do ganho de eficiéncia, esses sistemas podem ser considerados uma
alternativa mais sustentavel no cultivo in vitro, por favorecerem o uso racional de insumos
e maior padronizagao do processo, aspectos relevantes para a producao e a conservagao
em larga escala. Resultados positivos com BIT tém sido relatados para diferentes espécies
de orquideas, como Mokara leuenberger (MINH, 2022), Cattleya tigrina A.Rich.
(FRITSCHE et al., 2022), Brassavola nodosa (L.) Lindl. (VENDRAME et al., 2023),
Coelogyne pandurata Lindl., (RAHAYU et al., 2023), Guarianthe skinneri (Bateman)
Dressler & W. E. Higgins (HERNANDEZ-DOMINGUEZ et al., 2024), Laelia speciosa
(Kunth) Schitr. (LOPEZ-ESCAMILLA et al., 2024), Vanda celebica Rolfe (LAILY et
al., 2024), Phalaenopsis amabilis (L.) Blume (BAROUGH et al., 2024) e Cattleya
nobilior Rchb.f. (NUNES et al.,, 2025), e Rhyncattleanthe Queen Bee ‘JLA 1’
(Rhyncholaeliocattleya Hwa Yuan Grace x Cattlianthe Chocolate Drop.) (SOLANO-
RODRIGUEZ et al., 2025).

A eficiéncia dos protocolos de micropropagacdo depende de diferentes
fatores, especialmente do meio de cultura (FREITAS et al., 2021). Assim, a busca por
alternativas de baixo custo e elevada eficiéncia tem motivado o uso de materiais organicos
como substitutos ou complementos a aditivos sintéticos mais onerosos, uma vez que
podem fornecer vitaminas, aminoacidos € compostos organicos com efeito fisioldgico
relevante ao cultivo in vitro (HAMDENI et al., 2022; DE STEFANO et al., 2022). Entre
essas alternativas, bioestimulantes tém sido descritos como substdncias ou
microrganismos capazes de estimular processos fisiologicos € melhorar o desempenho
das plantas, sendo utilizados também em horticultura ornamental (PADMAJA et al.,
2023; KUMARI et al., 2022; KISVARGA et al., 2022; RATHNAYAKA et al., 2023).

Assim, o uso de extratos foliares de Moringa oleifera Lam. tem sido apontado
como uma alternativa eficaz para simplificar a composicao e reduzir custos de meios de
cultura, promovendo o crescimento in vitro de diversas espécies botanicas (MARDIANA

& SUMARIJI, 2021; NIHAYATI et al, 2021). Originaria da India e amplamente
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difundida no Brasil, M. oleifera apresenta um perfil fitoquimico complexo, rico em
fitormonios enddgenos, principalmente auxinas, giberelinas e citocininas, com destaque
para a zeatina (BASRA et al., 2016). A presenca de zeatina estimula a divisdo celular e a
diferenciagdo de gemas adventicias, favorecendo a brotagdo, enquanto o balango com
auxinas e giberelinas modula o alongamento celular e a rizogénese, processos essenciais
para o desenvolvimento morfogenético (ARIF et al., 2023). Ainda, sua matriz bioquimica
apresenta macro € micronutrientes essenciais, tais como nitrogénio (N), fosforo (P),
potassio (K), céalcio (Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe), zinco (Zn), manganés (Mn) e cobre
(Cu) e compostos com atividade antioxidante e osmoprotetora, como as vitaminas A, B,
C e E, fendis, carotenoides e aminoacidos (OLIVIO et al., 2020). Esses constituintes
atuam sinergicamente na mitigacao do estresse oxidativo e na manutencao da integridade
de membranas, otimizando o desenvolvimento vegetal (SOARES et al., 2021;
GHARSALLAHA et al., 2023).

Considerando a relevancia ecologica e ornamental de C. nobilior e o elevado
custo para produgdo in vitro em larga escala, a utilizagdo de bioestimulantes naturais,
como o extrato foliar de M. oleifera, representa uma abordagem alternativa promissora
para otimizar o crescimento de plantas micropropagadas e fortalecer estratégias de
conservagdo ex sifu. Essa abordagem também se alinha aos ODS 2, 12 e 15 da Agenda
2030, ao favorecer uma produgdo vegetal mais eficiente no uso de insumos e apoiar
estratégias de conservagdo (ONU, 2015).

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de extrato
foliar de M. oleifera ao meio de cultivo, em diferentes sistemas de cultivo in vitro, sobre
o desenvolvimento de C. nobilior, contribuindo para o aprimoramento de protocolos
sustentaveis de propagag¢do e conservacdo dessa espécie nativa do Cerrado. Nesse
contexto, a hipotese deste estudo € que a suplementacdo do meio de cultivo com extrato
de moringa promova incrementos no crescimento e vigor das plantas, e que esse efeito
tende a ser mais expressivo no BIT, em razdo do maior contato com nutrientes € melhores

condi¢des de acracdo inerentes ao sistema.
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MATERIAL E METODOS

Cultivo inicial

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cultivo in vitro de Flores e
Plantas Ornamentais (LCFPO) e no viveiro na area de Jardinocultura da Faculdade de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) (22°11°53.2”
S; 54°56°02.3” W), Dourados — MS, Brasil.

Para o estudo, foram utilizadas plantas de Cattleya nobilior Rchb.f., obtidas
a partir de germinacao assimbiotica de cultivo in vitro. As sementes de C. nobilior foram
provenientes de frutos maduros de plantas matrizes cultivadas em Orquidario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFGD, coberto pela sobreposi¢do de duas telas de
sombreamento de 50%, propiciando irradidncia de 235 umol m™s-1, sob condi¢des
médias de temperatura e umidade relativa de 22,6 + 5 °C e 73,9 + 10%, respectivamente,
com irrigacdo realizada por microaspersores tipo bailarina, posicionados a um metro
acima das plantas, totalizando uma lamina de 4gua de 1 mm dia™.

Os frutos maduros foram colhidos e alocados no dissecador de vidro com
silica-gel durante um periodo de 14 dias e em seguida, armazenadas no banco de
germoplasma do LCFPO sob refrigeracdo de 5 + 1 °C. Posteriormente, as sementes foram
submetidas ao teste de tetrazolio, conforme metodologia proposta por Ribeiro et al.
(2021). Apds a confirmacao da viabilidade, amostras de 0,005 g de sementes foram
levadas para ambiente asséptico e desinfestadas com 15 mL de solugdo de hipoclorito de
sodio a 0,8%, por 5 minutos. Em seguida, receberam triplice lavagem com agua destilada.
Logo apos, o volume da suspensao foi completado para 50 mL com agua destilada estéril
para a realizacao da semeadura in vitro (SOARES et al., 2020).

Na primeira etapa foi utilizado como meio de cultura para a germinagao das
sementes o meio MS de Murashige e Skoog (1962), na metade da concentragdo de sais
(MS 12). O pH do meio foi aferido e ajustado para 5,8 antes da esterilizagdo em
autoclave, realizada a 121°C por 20 minutos. A semeadura foi realizada com o auxilio do
pipetador automatico inoculando-se 1,0 mL da suspensdo de sementes por frasco, e em
seguida o material foi acondicionado em sala de crescimento com temperatura, irradiancia
e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 18,9 umol m™ s™'; 16 h, respectivamente) por 120

dias.
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Cultivo in vitro

Decorridos 120 dias, para o inicio do experimento, foram utilizadas plantas
com aproximadamente 1,0 + 0,5 cm de comprimento, transferidas em ambiente asséptico
para o meio MS ('2) contendo diferentes concentragdes de extrato de moringa (EM): 0,0;
12,5;25,0; 37,5; ou 50,0 g L', suplementado com 30 g L' de sacarose. As concentracdes
de extrato de moringa foram adaptadas de acordo com Nihayati et al. (2021). Em seguida,
as plantas foram alocadas em dois sistemas de micropropagacao: 1) Sistema de Cultivo

Convencional (SCC); 2) Biorreator de Imersao Temporaria (BIT) (Figura 2A).

FIGURA 2. Biorreator de imersao temporaria. A- Estrutura geral do BIT e B- Frasco de

cultivo e reservado do meio de cultura do BIT. Foto: Peinado, R. B., 2026.

Para a confec¢do do EM, foi preparado conforme metodologia adaptada de
Oliveira (2021). Foram coletadas folhas aleatorias de Moringa oleifera provenientes de
arvores localizadas na Fazenda Experimental da UFGD (22°13'56.0"S 54°59'17.1"W).
As folhas foram lavadas em agua corrente para a remocao de impurezas fisicas, € o
excesso de agua foi eliminado por secagem manual seguida do uso de papel toalha. Os
foliolos foram destacados e acondicionados em sacos plasticos, sendo armazenados a -20
°C.

Para a utiliza¢do desse material, as folhas foram descongeladas em ambiente
refrigerado (5 °C) por 24 horas. Em seguida foram pesadas amostras de 12,5 g; 25,0 g;
37,5 g ou 50,0 g e adicionadas em 1 L de agua destilada aquecida a 94 °C. Os frascos
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foram mantidos em estufa a 30 °C por 24 horas. Apos esse periodo, o extrato aquoso de
folhas de Moringa oleifera Lam. foi filtrado em papel filtro obtendo-se a solugao utilizada

nos tratamentos (Figura 3).

FIGURA 3. Extratos aquosos de folhas de M. oleifera nas concentragdes de 12,5; 25,0;
37,5 ¢ 50,0 g L utilizadas na suplementagao do meio MS (%) para o cultivo
in vitro de Cattleya nobilior. Dourados — MS, UFGD, 2026. Foto: Peinado,
R. B., 2026.

No SCC, foram utilizados 75 mL de meio de cultura por frasco, solidificado
com 7,0 g L' de agar bacteriologico (Himedia®, india) e inoculadas seis plantas por
frasco (12,5 mL por planta), os frascos foram tampados com filme de cloreto de polivinila
(PVC) perfurado e coberto com filtro de algoddo. No BIT, constituido por frascos
individuais, foram utilizados 750 mL do mesmo meio, sem agente geleificante, com
ciclos de imersdo programados de 5 min a cada 6 h. Sendo inoculadas 60 plantas por
frasco, mantendo-se a propor¢do de 12,5 mL de meio por planta (Figura 2B).

Para todos os tratamentos, o pH foi aferido e ajustado para 5,8 utilizando-se
hidroxido de potassio (KOH - 0,1M) ou 4cido cloridrico (HCI - 1%) antes da esterilizagao
em autoclave (121 °C e 1,1 atm de pressao), por 20 minutos. Em seguida as culturas foram
acondicionadas em sala de crescimento com fotoperiodo, temperatura e irradiancia
controladas (16 horas; 25+2 °C; 18,9 umol ms!). Permanecendo nessas condi¢des por

90 dias.

Decorrido este periodo, as plantas foram retiradas dos frascos, lavadas em
agua corrente até total remog¢ao do meio de cultivo e avaliadas quanto ao nimero de folhas
(NF), nimero de raizes (NR), nimero de brotos (NB), comprimento da maior folha

(CMF) (mm), comprimento da maior raiz (CMR) (mm), comprimento da parte aérea
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(CPA) (mm), comprimento total (CT) (CT = CPA + CMR) (mm), ¢ massa fresca (MF)
(g). Os tratamentos foram fotografados com camera acoplada em mini estudio
fotografico.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), organizado
em esquema fatorial 2 X 5, correspondendo a dois sistemas de micropropagacgao (SCC e
BIT) e cinco concentragdes de extrato de M. oleifera (0,0; 12,5; 25,0; 37,5 ¢ 50,0 g L ™).
Foram utilizadas quatro repeti¢des por tratamento, sendo a unidade experimental
representada por um frasco de cultivo. Varidveis biométricas foram mensuradas em todas
as plantulas de cada frasco, e os dados foram consolidados como a média da unidade
experimental para fins de analise.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) por
meio do teste F (p < 0,05). Quando constatada significancia, o efeito do fator quantitativo
(concentracdes do extrato) foi avaliado por meio de andlise de regressdo polinomial
(modelos linear e quadratico; p < 0,05). Quando a interagao sistema X concentragao se
mostrou significativa, procedeu-se ao seu desdobramento, ajustando-se os modelos de

regressao separadamente para cada sistema de cultivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo da interagdo entre as concentragdes de Moringa
oleifera (0; 12,5; 25; 37,5; 50 g L™") e os sistemas de cultivo (convencional e BIT) para
as variaveis numero de folhas (NF), massa fresca (MF, g), comprimento da maior folha
(CMF, mm), da maior raiz (CMR, mm), da parte aérea (CPA, mm) e total (CT, mm). A
analise de variancia também evidenciou o efeito significativo isolado das concentragdes
de moringa sobre o numero de raizes (NR). Os fatores estudados ndo influenciaram a

variavel nimero de brotos (NB), apresentando média geral de 0,43 brotos (QUADRO 1).

QUADRO 1. Resumo da analise de varidncia de numero de folhas (NF), massa fresca
(MF, g), comprimento da maior folha (CMF, mm), comprimento da maior
raiz (CMR, mm), comprimento da parte aérea (CPA, mm), comprimento
total (CT, mm) numero de raizes (NR), e nimero de brotos (NB) de Cattleya
nobilior Rchb.f., em fun¢do de diferentes sistemas de cultivos (convencional
e BIT) e diferentes concentracdes de extrato de Moringa oleifera Lam. apds

90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.
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.......................................... Pr>FCuviiiiiiiiiiiiciieiieeiee e,
BV GL NF MF CMF CMR
Sistemas 1 0,0000* 0,0000%* 0,0000* 0,0000%*
Concentracao 4 0,0000%* 0,0000%* 0,0001* 0,0000%*
Sistemas
X 4 0,0000* 0,0000* 0,0026* 0,0000*
Concentragao
Total 1142,66 2,10 692,93 16219,53
Média Geral 5,96 0,165 5,93 26,36
C.V. (%) 12,24 2,58 10,38 10,39
.......................................... Pr>FCiiiiiiiiiiiieieccciiiee e
BV GL CPA CT NR NB
Sistemas 1 0,0000* 0,0000* 0,1893" 0,1380ns
Concentragao 4 0,0000* 0,0000%* 0,0212* 0,0617ns
Sistemas
X 4 0,0002* 0,0000%* 0,0579™ 0,5504ns
Concentragao
Total 994,66 25152,51 538,25 150,93
Média Geral 6,86 33,21 5,63 0,43
C.V. (%) 10,01 10,87 11,29 23,96

F. V: fator de variagdo; C.V (%): coeficiente de variagdo; Pr > Fc: probabilidade maior que F calculado;
GL: grau de liberdade; *: significativo; ™: ndo significativo.

Para a variavel nimero de folhas (NF), foi observado efeito significativo entre
os fatores sistema de cultivo e concentracdes de Moringa oleifera. No sistema de cultivo
BIT o maior valor encontrado (8,71 folhas) foi na concentracdo de 50 g L', j4 no sistema
convencional a concentragdo de 37,5 g L' apresentou o valor estimado de 5,7 folhas

(FIGURA 4).
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FIGURA 4. Numero de folhas (NF) de Cattleya nobilior Rchb.f., em fungao de diferentes
sistemas de cultivos e diferentes concentracdes de extrato de Moringa
oleifera Lam. apos 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD,
2026.

Quanto a massa fresca (MF), o sistema de cultivo BIT apresentou o maior
valor de 0,2904 g utilizando a concentragio de 50 g L''. No sistema de cultivo
convencional, ndo houve efeito significativo, sendo observado média de 0,103 g

(FIGURA 5).
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FIGURA 5. Massa fresca (MF) de Cattleya nobilior Rchb.f., em fun¢do de diferentes
sistemas de cultivos e diferentes concentragdes de extrato de Moringa
oleifera Lam. apds 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD,
2026.

O comprimento da maior folha (CMF), no sistema BIT o valor maximo
estimado foi 7,01 mm na concentragdao de 36,16 g L'. J4 no sistema de cultivo
convencional a concentracdo de 50 g L™ apresentou o maior comprimento de folha (5,42

mm) (FIGURA 6).
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FIGURA 6. Comprimento da maior folha (CMF) de Cattleya nobilior Rchb.f., em fungao

de diferentes sistemas de cultivos e diferentes concentracdes de extrato de

Moringa oleifera Lam. apos 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS,

UFGD, 2026.

Para o comprimento da maior raiz (CMR), a concentragdo de 50 g L™

apresentou o maior comprimento de raiz, tanto no sistema de cultivo BIT quanto no

convencional, sendo observadas raizes de 36,63 e 26,04 mm, respectivamente (FIGURA

7).
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FIGURA 7. Comprimento da maior raiz (CMR) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcao

de diferentes sistemas de cultivos ¢ diferentes concentragdes de extrato de
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Moringa oleifera Lam. apos 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS,

UFGD, 2026.

Para o comprimento da parte aérea (CPA), o sistema de cultivo BIT
apresentou 8,82 mm de comprimento, utilizando a concentra¢ao de 35,11 g L™'. Para o
sistema de cultivo convencional, ndo houve efeito significativo, apresentando média geral

de 5,78 mm (FIGURA 8).
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FIGURA 8. Comprimento da parte aérea (CPA) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcao
de diferentes sistemas de cultivos e diferentes concentragdes de extrato de
Moringa oleifera Lam. ap6s 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS,

UFGD, 2026.

Na varidvel comprimento total (CT), o sistema de cultivo BIT, utilizando a
concentragdo de 50 g L! de extrato de moringa apresentou 45,19 mm de comprimento
total. J4 no sistema de cultivo convencional a concentracio de 45,29 g L' apresentou o

maior comprimento total, com 30,75 mm (FIGURA 9).
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FIGURA 9. Comprimento total (CT) de Cattleya nobilior Rchb.f., em fungdo de
diferentes sistemas de cultivos e diferentes concentragdes de extrato de

Moringa oleifera Lam. apos 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS,

Moringa oleifera (g L)

UFGD, 2026.
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Quanto ao efeito isolado das concentragdes do extrato de M. oleifera para o

nimero de raizes (NR), o maior valor de raizes (6,06) foi observado na auséncia desse

bioestimulante (FIGURA 10).
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FIGURA 10. Numero de raizes (NR) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcdo de

diferentes concentracdes de extrato de Moringa oleifera Lam. ap6s 90 dias

de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.

De modo geral, o sistema de cultivo BIT apresentou desempenho superior ao
SCC para a maioria das variaveis de crescimento avaliadas, como pode ser observado na
Figura 11. Em sistemas de imersdo temporaria, a alternancia entre contato com o meio e
fase de drenagem tende a favorecer maior oxigenacdo, reduzir a ocorréncia de
hiperidricidade, aumentar a difusdo de gases e otimizar o contato do explante com
nutrientes, reduzindo estresses fisiologicos no cultivo in vitro e favorecendo o
crescimento € o acumulo de biomassa (ONTANEDA et al., 2020; NONGDAM et al.,
2023; VENDRAME et al., 2023). Esse desempenho superior do BIT tem sido relatado
para diferentes orquideas cultivadas in vitro, tais como: Mokara leuenberger (MINH,
2022), Cattleya tigrina A.Rich. (FRITSCHE et al., 2022), Brassavola nodosa (L.) Lindl.
(VENDRAME et al., 2023), Coelogyne pandurata Lindl., (RAHAYU et al., 2023),
Guarianthe ~skinneri (Bateman) Dressler & W. E. Higgins (HERNANDEZ-
DOMINGUEZ et al., 2024), Laelia speciosa (Kunth) Schitr. (LOPEZ-ESCAMILLA et
al., 2024), Vanda celebica Rolfe (LAILY et al., 2024), Phalaenopsis amabilis (L.) Blume
(BAROUGH et al.,, 2024) e Cattleya nobilior Rchb.f. (NUNES et al., 2025), e
Rhyncattleanthe Queen Bee ‘JLA 1’ (Rhyncholaeliocattleya Hwa  Yuan
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Grace x Cattlianthe Chocolate Drop.) (SOLANO-RODRIGUEZ et al, 2025),

refor¢ando a aplicabilidade do sistema para micropropaga¢do em escala.

Moringa oleifera

00gL" 12,5gL"! 250 gL 37,5gL"! 50,0 gL'

BIT

FIGURA 11. Plantas de Cattleya nobilior Rchb.f. em funcao de diferentes sistemas de
cultivos e diferentes concentracdes de extrato de Moringa oleifera Lam.
apos 90 dias de cultivo in vitro. SCC = sistema de cultivo convencional; BIT

= biorreator de imersdo tempordaria. Dourados — MS, UFGD, 2026.

No BIT, a maior oxigenagdo da zona radicular e a maior disponibilidade de
nutrientes podem explicar o desempenho superior observado neste estudo. Assim, os
resultados obtidos para C. nobilior indicam que o BIT constitui uma alternativa viavel
ndo apenas para produgdo comercial, mas também para conservagao ex situ, uma vez que
permite a propagacao em larga escala, com potencial aumento de eficiéncia do processo,
conforme discutido por Nunes et al. (2025).

Os resultados também demonstraram que a adi¢do de extrato foliar de M.
oleifera ao meio de cultivo promoveu o crescimento das plantas de C. nobilior, sobretudo
quando associado ao BIT. Sugere-se que esse efeito positivo possa ser atribuido a acao
sinérgica dos compostos bioativos presentes no extrato, uma vez que M. oleifera € rica
em fitormonios enddgenos, incluindo auxinas, giberelinas e citocininas, como a zeatina,
que podem ter influenciado o metabolismo dessa orquidea. Embora descritos
predominantemente em culturas anuais (BASRA et al., 2016), esses reguladores atuam
em vias conservadas do desenvolvimento vegetal. Nesse contexto, infere-se que, para a

espécie estudada, a zeatina e outras citocininas presentes no extrato possam ter estimulado
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a divisdo celular nos meristemas, enquanto o balango com auxinas e giberelinas teria
favorecido a elongacao dos tecidos, contribuindo para o maior comprimento de folhas e
raizes observados.

Ainda, o aporte de nutrientes essenciais como, nitrogénio (N), fosforo (P),
potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg), micronutrientes e vitaminas (A, B, C e E) em
formas organicas de rapida assimilag¢do pode ter contribuido para o melhor desempenho
nutricional das plantas. O célcio e o potassio, por exemplo, sdo fundamentais para a
regulagdao osmotica e a integridade da parede celular, o que pode ter favorecido o turgor
e a estruturacao das plantulas. Além disso, a presenca de compostos com atividade
antioxidante e osmoprotetora, tais como fenois, carotenoides, acido ascorbico e
aminoacidos (SOARES et al., 2021; ARIF et al., 2023), pode ter desempenhado papel
relevante na protecdo do aparato fotossintético contra o estresse oxidativo tipico do
ambiente in vitro, auxiliando na preservacao da funcionalidade das membranas celulares
e na otimizag¢ao da taxa metabolica.

O alto teor de proteinas presente na M. oleifera também pode ter contribuido
para a expansdo do protoplasma celular e metabolismo vegetal, ao disponibilizar
esqueletos de carbono e nitrogénio para a sintese de novas estruturas (IQBAL et al., 2020;
DOLCE et al., 2020; MACHADO & ZAMARIAN, 2020). Ainda, infere-se que esse
extrato possa atuar na mitigacdo de estresses por meio do aumento da atividade de
enzimas antioxidantes (SOD, CAT, POX) e do acimulo de osmolitos, como agucares
soluveis e aminoacidos, que auxiliam na manuteng¢ao do equilibrio osmético celular. Tal
mecanismo, embora relatado predominantemente em outras espécies (ARIF et al., 2023),
assume relevancia para orquideas de crescimento lento como C. nobilior, podendo
favorecer a estabilidade celular necessaria para o acimulo continuo de biomassa ao longo
do periodo de cultivo.

Esses processos fisiologicos e bioquimicos refletiram no crescimento das
plantas, conforme observado neste trabalho nas concentragdes entre 37,5 e 50 g L' de M.
oleifera. Esses resultados também podem estar relacionados com o maior acimulo de
agua e solutos, devido ao aumento da fotossintese e a melhoria do metabolismo do
carbono e do nitrogénio (YASMEEN et al., 2013; MASHAMAITE et al., 2022). Além
disso, a literatura aponta que os efeitos do extrato foliar de moringa podem ser
dependentes da concentragdo, variando conforme espécie e condi¢do de cultivo, o que
reforca a importancia de definir faixas adequadas de aplicagdo em protocolos especificos

(ARITF et al., 2023).
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A maior média obtida no tratamento sem extrato de M. oleifera para o nimero
de raizes sugere que as concentragdes utilizadas podem ter direcionado os biocompostos
para o crescimento radicular e parte aérea, em detrimento da formagao de novas raizes.
Esses resultados corroboram com os de Wagan et al. (2025), que ao estudar o efeito do
extrato de moringa no cultivo de Hibiscus rosa-sinensis L. também observaram a
promocgao do crescimento estrutural das raizes, especialmente o desenvolvimento do colo
da raiz. Os autores relataram que este processo € importante para a estabilidade radicular
¢ a absor¢do de nutrientes. Ainda assim, mesmo com menor numero de raizes, o
comprimento radicular foi superior no tratamento utilizando a maior concentragdo (50 g
L) de extrato de moringa, demonstrando que o estimulo proporcionado por esse
bioestimulante favoreceu raizes maiores, uma caracteristica fundamental para a
sobrevivéncia e fixacdo durante a fase de aclimatizagdo ex vitro (UMA et al., 2023;
GRZELAK et al., 2024).

Dessa forma, os resultados evidenciam o potencial do extrato de M. oleifera
ndo apenas como fonte natural de reguladores, mas também como suplemento nutricional
alternativo, capaz de substituir parcialmente aditivos sintéticos e reduzir custos,
alinhando-se a protocolos de micropropagacdo mais sustentdveis e acessiveis
(NIHAYATI et al., 2021; MARDIANA & SUMARII, 2021; DE STEFANO et al., 2022;
HAMDENI et al., 2022; RATHNAYAKA et al., 2023).

De modo geral, os resultados deste estudo confirmam que a combinagdo de
extrato foliar de M. oleifera com sistemas de imersdo temporiria representa uma
abordagem tecnicamente viavel e consistente para a micropropagacao de C. nobilior.
Além de demonstrar ganhos morfofisioldgicos, o uso desse bioestimulante natural oferece
uma alternativa ecoldgica e econdmica para programas de conservacdo e producdo

comercial de orquideas nativas do Cerrado tais como C. nobilior.
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CONCLUSAO

A suplementacgdo do meio de cultivo com 37,5 a 50 g L' de extrato foliar de
Moringa oleifera Lam. no sistema BIT promoveu os maiores ganhos em biomassa e
desenvolvimento morfométrico de Cattleya nobilior Rchb.f. em cultivo in vitro. Esses
resultados validam o uso deste bioestimulante natural em protocolos de micropropagacao
mais eficientes e sustentaveis, com potencial aplicagdao na producao comercial em larga

escala e em estratégias de conservagdo ex situ desta espécie nativa do Cerrado.
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CAPITULO 1l - Chlorella sp. NO CULTIVO IN VITRO DE Cattleya nobilior
Rchb f.

RESUMO

A micropropagacao de orquideas representa uma estratégia essencial para a conservagao
ex situ e a producdo comercial de espécies nativas ameacadas, como Cattleya nobilior
Rchb.f., espécie nativa do Cerrado brasileiro e da Floresta Amazonica. A busca por
alternativas sustentaveis e de baixo custo para otimizacdo dos protocolos de cultivo in
vitro tem impulsionado o uso de suplementos organicos e bioestimulantes, entre os quais
se destacam as microalgas. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar
o efeito da adicdo de biomassa seca de Chlorella sp., em diferentes concentragdes,
associada a distintos sistemas de cultivo in vitro, sobre o crescimento de C. nobilior.
Plantas oriundas de germinagdo assimbidtica foram cultivadas em meio MS ('%)
suplementado com 0,0; 0,15; 0,30; 0,45 ¢ 0,60 g L' de biomassa de Chlorella sp., em
sistema de cultivo convencional (SCC) e em biorreator de imersdao temporaria (BIT).
Apo6s 90 dias de cultivo, foram avaliadas as variaveis numero de folhas, nimero de raizes,
nimero de brotagdes, massa fresca, comprimento da maior folha, da maior raiz, da parte
aérea e comprimento total. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 X 5 (dois sistemas de micropropagacao e cinco concentragdes de
Chlorella sp.), com quatro repeti¢des. Os resultados evidenciaram efeito significativo da
interagdo entre sistemas de cultivo e concentragdes da microalga para a maioria das
variaveis analisadas, com desempenho superior do BIT em relagdo ao SCC. A
suplementagdo com biomassa de Chlorella sp. apresentou maiores valores de brotagdes,
nimero de folhas e comprimento da parte aérea, porém restringindo o crescimento
vegetativo em concentragdes mais elevadas, quando comparadas ao tratamento controle.
Conclui-se que o uso de biorreatores de imersdo tempordria constitui uma estratégia
altamente eficiente para a propagacao de C. nobilior, e que a biomassa de Chlorella sp.
pode ser direcionada a multiplicacdo, conservagdo ex situ e controle do desenvolvimento
das plantas.

Palavras-chave: Bioestimulante; Microalga; Espécie nativa.
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Chlorella sp. ON VITRO CULTIVATION OF Cattleya nobilior Rchb.f.

ABSTRACT

The micropropagation of orchids represents an essential strategy for ex sifu conservation
and the commercial production of threatened native species, such as Cattleya nobilior
Rchb.f., native to the Brazilian Cerrado and Amazon Forest. The search for sustainable
and low-cost alternatives to optimize in vitro cultivation protocols has driven the use of
organic supplements and biostimulants, among which microalgae stand out. In this
context, the present study aimed to evaluate the effect of adding dry biomass of Chlorella
sp., at different concentrations, combined with distinct in vitro culture systems, on the
growth of C. nobilior. Plants obtained from asymbiotic germination were cultivated in
half-strength MS medium supplemented with 0.0, 0.15, 0.30, 0.45 and 0.60 g L' of
Chlorella sp. biomass, using a conventional culture system (SCC) and a temporary
immersion bioreactor (BIT). After 90 days of cultivation, the following variables were
evaluated: number of leaves, number of roots, number of shoots, fresh mass, length of the
longest leaf, longest root, shoot length, and total plant length. A completely randomized
design was adopted in a 2 x 5 factorial scheme (two micropropagation systems and five
concentrations of Chlorella sp.), with four replicates. The results revealed a significant
interaction between culture systems and microalga concentrations for most of the
variables analyzed, with superior performance of the BIT compared to the SCC.
Supplementation with Chlorella sp. biomass resulted in higher values for shoot
production, number of leaves, and shoot length; however, at higher concentrations, it
restricted vegetative growth when compared to the control treatment. It is concluded that
the use of temporary immersion bioreactors constitutes a highly efficient strategy for the
propagation of C. nobilior, and that Chlorella sp. biomass can be directed toward
multiplication, ex situ conservation, and the control of plant development.

Keywords: Biostimulant; Microalga; Native species.
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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae, com mais de 30.000 espécies descritas, ¢ reconhecida
como a maior entre as angiospermas e se destaca pela elevada diversidade morfologica e
por sua relevancia ecoldgica e economica (WFO, 2026). Entre os géneros de maior
importancia econdmica no Brasil, Cattleya sp. se destaca devido a exuberancia floral,
elevado potencial de hibridacgao e alta demanda comercial (PANT et al., 2020).

A espécie Cattleya nobilior Rchb.f., descrita por Henrique Gustavo
Reichenbach em 1883, ocorre em matas secas e apresenta adaptacdes associadas a
ambientes com luminosidade, sendo encontradas predominante no Cerrado brasileiro
(Cerrado stricto sensu) (BIANCHETTI, 2007). Suas flores variam de tons rosa escuro a
lilas, conferindo a espécie alto valor ornamental e grande representatividade sociocultural

na regido Centro-Oeste (NUNES et al., 2025; FLORA E FUNGA, 2026) (FIGURA 1).

FIGURA 1. Aspectos morfoldgicos gerais de Cattleya nobilior Rchb.f. A- Flor e B-
Aspectos gerais. Foto: Peinado, R. B., 2026.

Apesar dessa relevancia, as orquideas estdo entre os grupos mais vulneraveis
as pressdes antropicas. A fragmentagdo de habitats, a coleta predatdria e a expansdo
agricola colocam em risco a dinamica populacional e a variabilidade genética dessas
espécies (LIANG et al., 2024). Além disso, os métodos convencionais de propagagao nao
conseguem produzir um numero adequado de orquideas que atenda as demandas para fins

comerciais ¢ de conservagao (NONGDAM et al., 2023; VENDRAME et al., 2023).
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Nesse contexto, o cultivo in vitro tem se mostrado uma alternativa
tecnicamente eficiente tanto para conservagao ex situ quanto para a producdo comercial
(BELLO-BELLO et al., 2025; KUMAR et al., 2022). Essa estratégia ¢ fundamental para
espécies que apresentam sementes com viabilidade reduzida ou que ndo podem ser
armazenadas de forma convencional, as quais necessitam de rapida propagagdo e
estabelecimento massal para evitar a perda do germoplasma. Diante disso, estratégias que
modulam o desenvolvimento, como o crescimento lento (slow growth), tornam-se
ferramentas valiosas para conservar a genética vegetal por longos periodos com menor
manutengdo (CHAUHAN et al., 2019; PETROVA et al., 2021).

Para produg@o em escala, os biorreatores de imersao temporaria (BIT) tém se
destacado como tecnologia promissora otimizando a qualidade e a eficiéncia do processo
(NONGDAM et al., 2023; VENDRAME et al., 2023; CAPACI et al., 2024; BELLO-
BELLO et al., 2025). Para C. nobilior, ha evidéncias de que a micropropaga¢do pode ser
otimizada com o uso de biorreatores e meios enriquecidos (NUNES et al., 2025). O uso
de suplementos organicos vem sendo explorado como estratégia para reduzir custos e
favorecer o desenvolvimento, uma vez que diferentes compostos podem atuar sobre a
divisdo e diferenciagao celular (DE STEFANO et al., 2022; HAMDENI et al., 2022).

Dessa forma, as microalgas vém ganhando destaque na formulagdo de
bioinsumos. A biomassa de Chlorella sp. apresenta elevado teor de proteinas € moléculas
bioativas (MIRANDA et al., 2024). Estudos indicam a presenca de fitormonios
enddgenos nessa microalga, como auxinas e citocininas, que sdo fundamentais para
estimular a divisdo celular e o alongamento dos tecidos vegetais, além de giberelinas e
acido abscisico (LU et al., 2015; COLARTE et al., 2025). Além disso, a presenga de
polissacarideos e pigmentos antioxidantes, como carotenoides, desempenha papel
importante na prote¢do contra estresses € na regulacdo metabolica (TONIOLO et al.,
2023; SUN et al., 2022; PRISA et al., 2023; PARMAR et al., 2023; COLARTE et al.,
2025).

Tais caracteristicas justificam a utilizacdo da Chlorella sp. em protocolos in
vitro, atendendo as diretrizes da Politica Nacional de Bioinsumos (BRASIL, 2020) e aos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel da ONU (ODS 2, 12 e 15), por fomentar
tecnologias mais sustentaveis e eficientes (ONU, 2015).

Ainda ndo foram reportados trabalhos na literatura cientifica avaliando a
resposta de C. nobilior a suplementacdo com biomassa de Chlorella sp. associada ao

sistema BIT. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da adicao da biomassa
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de Chlorella sp. no meio de cultivo e em diferentes sistemas de cultivo in vitro sobre o
crescimento de C. nobilior, contribuindo para o aprimoramento de protocolos
sustentaveis de propagacdao comercial e conservagdo ex situ dessa espécie nativa do
Cerrado.

Como hipdtese, assume-se que a adicdo de Chlorella sp. influencia o
desenvolvimento morfofisioldgico das plantas, podendo atuar tanto no estimulo ao vigor
quanto na modulacdo do crescimento para fins de conservacao (slow growth),

dependendo da interacdo com o sistema de cultivo.



37

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cultivo in vitro de Flores e
Plantas Ornamentais (LCFPO) da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD) (22°11°53.2” S; 54°56°02.3” W), Dourados — MS,
Brasil.

Para o estudo, foram utilizadas plantas de Cattleya nobilior Rchb.f., obtidas
a partir de germinacao assimbiotica de cultivo in vitro. As sementes de C. nobilior foram
provenientes de frutos maduros de plantas matrizes cultivadas em Orquidéario da
Faculdade de Ciéncias Agréarias da UFGD, coberto pela sobreposi¢do de duas telas de
sombreamento de 50%, propiciando irradiancia de 235 pmol m™s™!, sob condi¢des médias
de temperatura e umidade relativa de 22,6+ 5 °C e 73,9 + 10%, respectivamente, com
irrigacdo realizada por microaspersores tipo bailarina, posicionados a um metro acima
das plantas, totalizando uma 1amina de 4gua de 1 mm dia™’.

Os frutos maduros foram colhidos e alocados no dissecador de vidro com
silica-gel durante um periodo de 14 dias e em seguida armazenadas no banco de
germoplasma do LCFPO sob refrigeragdo de 5 + 1 °C. Posteriormente, as sementes foram
submetidas ao teste de tetrazolio, seguindo a metodologia proposta por Ribeiro et al.
(2021). Apds a confirmagdo da viabilidade, amostras de 0,005 g de sementes de foram
levadas para ambiente asséptico e desinfestadas com 15 mL de solugdo de hipoclorito de
sodio a 0,8%, por 5 minutos. Em seguida, receberam triplice lavagem com agua destilada.
Logo apos, o volume da suspensdo foi completado para S0mL com agua destilada estéril
para a realiza¢do da semeadura in vitro (SOARES et al., 2020).

Na etapa de germinagao, utilizou-se o meio MS de Murashige e Skoog (1962),
na metade da concentracdo de sais (MS 12). O pH do meio foi aferido e ajustado para 5,8
antes da esterilizagdo em autoclave, realizada a 121°C por 20 minutos. A semeadura foi
realizada com o auxilio de um pipetador automatico inoculando-se 1,0 mL da suspensao
de sementes por frasco, e em seguida o material foi acondicionado em sala de crescimento
com temperatura, irradiancia e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 18,9 umol m>s™'; 16 h,

respectivamente) permanecendo nessas condi¢des por 120 dias.

Cultivo in vitro
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Decorridos 120 dias, para o inicio do experimento, foram utilizadas plantas
com aproximadamente 1,0 £ 0,5 cm de comprimento, transferidas em ambiente asséptico
para meio MS ('), suplementado com 30 g L™ de sacarose com diferentes concentracdes
de biomassa seca Chlorella sp.: 0,0; 0,15; 0,30; 0,45; ou 0,60 g L' (Figura 2). As
concentragdes da Chlorella foram adaptadas de acordo com Corbellini et al. (2020). Em
seguida, as plantas foram alocadas em dois sistemas de micropropagacdo: 1) Sistema de
Cultivo Convencional (SCC); 2) Biorreator de Imersao Temporaria (BIT). A biomassa

seca de Chlorella sp. foi adquirida comercialmente em casa de armazém natural.

CHL 0,15 CHL 0,30 CHL 0,45 CHL 0,60

€

FIGURA 2. Meios de cultivo MS (}2) suplementados com biomassa seca de Chlorella sp.

nas concentragdes de 0,15; 0,30; 0,45 e 0,60 g L' utilizadas no cultivo in
vitro de Cattleya nobilior. Dourados — MS, UFGD, 2026. Foto: Peinado, R.
B., 2026.

No SCC, foram utilizados frascos contendo 75 mL de meio de cultura,
solidificado com 7,0 g L' de agar bacteriolégico (Himedia®, India), sendo inoculadas
seis plantas por frasco, os frascos foram tampados com filme de cloreto de polivinila
(PVC) perfurado e coberto com filtro de algoddo. No BIT, foram utilizados 750 mL dos
mesmos meios, sem agente geleificante, com o equipamento programado em ciclos de
imersdo de 5 minutos a cada 6 horas, sendo inoculadas 60 plantas por biorreator. Em
ambos os sistemas, adotou-se a propor¢ao de 12,5 mL de meio por planta, visando
padronizar a disponibilidade de meio entre os tratamentos.

Para todos os tratamentos o pH foi aferido e ajustado para 5,8 utilizando
hidréoxido de potassio (KOH) (0,1M) ou 4cido cloridrico (HCI) (1%) antes da esterilizagao
em autoclave (121 °C e 1,1 atm de pressdo), por 20 minutos. As culturas foram

acondicionadas em sala de crescimento com fotoperiodo, temperatura e irradidncia
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controladas (16 horas; 25+2 °C; 18,9 umol m™s™!). Permanecendo nessas condigdes por
90 dias.

Ao final de 90 dias, as plantas foram retiradas dos frascos, lavadas em agua
corrente até total remoc¢do do meio de cultivo e avaliadas quanto ao niimero de folhas
(NF), numero de raizes (NR), numero de brotagdes (NB), comprimento da maior folha
(CMF) (mm), comprimento da maior raiz (CMR) (mm), comprimento da parte aérea
(CPA) (mm), comprimento total (CT) (CT = CPA+ CMR) (mm), ¢ massa fresca (MF)
(g). Os tratamentos foram fotografados com camera acoplada em mini estidio
fotografico.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 5 (dois sistemas de micropropagacao: SCC e BIT; e cinco concentragdes de
Chlorella sp.), com quatro repeti¢des, sendo a unidade experimental o frasco em ambos
os sistemas. No SCC, cada frasco continha seis plantas, no BIT, cada frasco continha 60
plantas. As variaveis foram mensuradas em todas as plantas de cada frasco, e os dados
foram consolidados como média por frasco para fins de analise estatistica.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e, quando
constatada significancia pelo teste F (p <0,05), as médias referentes ao sistema de cultivo
foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para as concentra¢des de Chlorella sp.,

realizou-se andlise de regressdo, testando os modelos linear e quadratico (p < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo da interagdo entre as concentragdes de biomassa
seca de Chlorella sp. (0,0; 0,15; 0,30; 0,45; ¢ 0,60 g L") e os sistemas de cultivo
(convencional e BIT) nas caracteristicas comprimento da parte aérea (CPA, mm),
comprimento total (CT, mm), comprimento da maior folha (CMF, mm), comprimento da
maior raiz (CMR, mm) e massa fresca (MF, g). A analise de variancia também evidenciou
efeito significativo isolado dos sistemas de cultivo nas caracteristicas nimero de folhas
(NF), nimero de raizes (NR). A concentragdo apresentou efeito significativo isolado
sobre as variaveis de nimero de folhas (NF), nimero de raizes (NR) e nimero de brotos

(NB) (Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo da anélise de variancia do comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento total (CT, mm), comprimento da maior folha (CMF, mm),
comprimento da maior raiz (CMR, mm), massa fresca (MF, g), nimero de
folhas (NF), nimero de raizes (NR), e nimero de brotos (NB) de Cattleya
nobilior Rchb.f., em fungdo de diferentes sistemas de cultivos (convencional
e BIT) e diferentes concentracdes de biomassa seca de Chlorella sp. apds

90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.

............................................. Pr>FCoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee,
EV GL CPA CT CMF CMR
Sistemas 1 0,0000* 0,0000* 0,0000* 0,0000*
Concentragao 4 0,0007* 0,0000* 0,0075* 0,0000%*
Sistemas
X 4 0,0265* 0,0001* 0,0281* 0,0000%*
Concentragao
Total 947,77 8493,52 627,19 7008,91
Média Geral 6,32 21,54 5,26 15,22
C.V. (%) 12,08 11,28 11,35 14,06
............................................. Pr>FCuiiiiiiiiiiiieeiesiiiieeeeeiiee e,
FV GL MF NF NR NB
Sistemas 1 0,0000* 0,0000* 0,0053* 0,1136ns
Concentragao 4 0,0000%* 0,0058* 0,0000%* 0,0040*
Sistemas
X 4 0,0002* 0,2554ns 0,2560ns 0,8822ns
Concentragao
Total 0,62 959,85 591,49 279,73
Média Geral 0,092 5,77 5,55 0,63
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C.V. (%) 1,65 13,48 11,31 28,47

F. V: fator de variagdo; C.V (%): coeficiente de variacdo; Pr > Fc probabilidade maior que F
calculado; GL: grau de liberdade; *, ns: significativo e ndo significativo.

Para o comprimento da parte aérea (CPA), foi observado efeito significativo
entre os fatores sistema de cultivo e concentragdes. No sistema de cultivo BIT o maior
valor encontrado (8,4 mm) foi na concentragao de 0,49 g L' de Chlorella sp, ja no sistema

convencional a concentragdo de 0,60 g L™ apresentou 5,77 mm de comprimento da parte

ac¢rea (FIGURA 3).
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FIGURA 3. Comprimento da parte aérea (CPA) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcao

de diferentes sistemas de cultivos e concentracdes de biomassa seca de

Chlorella sp. ap6s 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.

Para o comprimento total (CT), os meios de cultivo sem Chlorella sp.
apresentaram os maiores valores em ambos os sistemas de cultivo, para o BIT (28,10 mm)

e no sistema convencional (23,41 mm) (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Comprimento total (CT) de Cattleya nobilior Rchb.f., em fungdo de

diferentes sistemas de cultivos ¢ concentragdes de biomassa seca de

Chlorella sp. ap6s 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.

Para o comprimento da maior folha (CMF), o sistema de cultivo BIT

apresentou 6,74 mm de comprimento, utilizando a concentracdo de 0,49 g L' e o sistema

convencional apresentou 5,05 mm de comprimento sem a utilizagdo de Chlorella sp.

(FIGURA 5).
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FIGURA 5. Comprimento da maior folha (CMF) de Cattleya nobilior Rchb.f., em fungao
de diferentes sistemas de cultivos ¢ concentracdes de biomassa seca de

Chlorella sp. apos 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.

No comprimento da maior raiz (CMR), em ambos os de sistemas de cultivo
o tratamento controle apresentou os maiores comprimentos de raiz, sendo observadas

raizes de 21,56 e 17,14 mm no BIT e SCC, respectivamente (FIGURA 6).
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FIGURA 6. Comprimento da maior raiz (CMR) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcao

de diferentes sistemas de cultivos e concentracdes de biomassa seca de

Chlorella sp. ap6s 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.

Quanto a massa fresca, o tratamento controle de Chlorella sp. apresentaram
os maiores valores observados sendo 0,167g para o BIT e 0,0971g para o sistema

convencional (FIGURA 7).
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FIGURA 7. Massa fresca (MF) de Cattleya nobilior Rchb.f., em fun¢do de diferentes
sistemas de cultivos e concentragdes de biomassa seca de Chlorella sp. apos

90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.

Tanto o numero de folhas (NF) quanto o nimero de raizes (NR), apresentaram
efeito significativo isolado para ambos os fatores estudados. Para o fator concentragdo o
maior numero de folhas foi observado na concentragdo 0,60 g L' de Chlorella sp. com
6,20 folhas (FIGURA 8), para o niimero de raizes, o tratamento controle tiveram os

maiores valores observados sendo 6,21 raizes (FIGURA 9).
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FIGURA 8. Numero de folhas (NF) de Cattleya nobilior Rchb.f., em fungdo das
concentracdes de biomassa seca de Chlorella sp. de apds 90 dias de cultivo

in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.
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FIGURA 9. Numero de raizes (NR) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcdo das
concentragdes de biomassa seca de Chlorella sp. de ap6s 90 dias de cultivo

in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.

Para o numero de folhas (NF) e nimero de raizes (NR), também foi observado
efeito significativa isolado para o fator sistemas de cultivo, para ambas as variaveis o
sistema BIT apresentou os maiores valores observados, sendo 6,67 folhas para NF e 5,81

raizes para NR (QUADRO 2).
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QUADRO 2. Numero de folhas (NF) e nimero de raizes (NR) de Cattleya nobilior
Rchb.f., em fungdo de diferentes sistemas de cultivos (convencional e BIT)

apos 90 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.

Sistemas NF NR
CONV 4,88b 5,28b
BIT 6,67a 5,81a
Média geral 5,77 5,55
C.V. (%) 13,48 11,31

C.V (%): coeficiente de variagdo; médias seguidas de mesma letra na coluna, nao diferem pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Para o numero de brotos (NB), foi verificado efeito significativo isolado para
o fator concentracdo. Na concentragdo de 0,51g L' de Chlorella sp. apresentou o maior

observado de 0,95 brotos/planta (FIGURA 10).
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FIGURA 10. Numero de brotos (NB) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcdo das

diferentes concentracdes de biomassa seca de Chlorella sp. ap6s 90 dias de

cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2026.

Os resultados obtidos evidenciam a superioridade do biorreator de imersao
temporaria (BIT) em relagdo ao sistema convencional (SCC) para a maioria das variaveis

de crescimento de C. nobilior, como observado na Figura 11. Isso pode ter ocorrido pelo
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fato de que, no BIT, o contato intermitente do meio liquido com os explantes promove a
renovacao da atmosfera interna do frasco, garantindo maior disponibilidade de oxigénio
para a respiragao celular e facilitando a difusao de nutrientes diretamente para os tecidos
(NONGDAM et al., 2023). Esse dinamismo reduz a espessura da camada limite gasosa
sobre as folhas, o que otimiza as trocas gasosas ¢ minimiza desordens fisiol6gicas comuns
no cultivo estatico, como a hiperidricidade e a asfixia radicular (ONTANEDA et al.,

2020; VENDRAME et al., 2023).

Chlorella sp.

0,00 g L 0,15¢gL"! 030gL! 045¢gL"! 0,60 g L'

SCC

BIT

1 cm

FIGURA 11. Plantas de Cattleya nobilior Rchb.f. em funcdo de diferentes sistemas de
cultivos e diferentes concentragdes de extrato de biomassa seca de
Chlorella sp. ap6s 90 dias de cultivo in vitro. SCC = sistema de cultivo
convencional; BIT = biorreator de imersao temporaria. Dourados — MS,

UFGD, 2026.

A eficiéncia do BIT observada neste trabalho, com incrementos significativos
no numero de folhas e raizes, corrobora uma ampla gama de estudos recentes. Ganhos
similares em biomassa e vigor foram reportados para Brassavola nodosa (L.) Lindl.
(VENDRAME et al., 2023), Vanda celebica Rolfe (LAILY et al., 2024), Cattleya tigrina
A.Rich. (FRITSCHE et al., 2022) e Mokara leuenberger (MINH, 2022). Em todos esses
casos, a imersdo temporaria favoreceu o desenvolvimento morfologico superior em
compara¢do ao meio semissolido. Além disso, trabalhos recentes com hibridos como

Rhyncattleanthe Queen Bee (SOLANO-RODRIGUEZ et al., 2025) e com a propria
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Cattleya nobilior Rchb.f. (NUNES et al., 2025) refor¢am a aplicabilidade e a robustez

desse sistema para a micropropagacao em larga escala de diferentes géneros de orquideas.

Em relacdo a suplementagdo com biomassa de Chlorella sp., os dados
revelaram uma interagdo complexa. Enquanto o tratamento controle (sem microalga)
proporcionou os maiores valores para comprimento total (CT), comprimento de raiz
(CMR) e massa fresca (MF), a adicdo da microalga em concentracdes especificas
estimulou a formacdo de novas estruturas (folhas e brotos), porém com menor tamanho
individual. Esse comportamento de redu¢ao do alongamento em resposta a extratos de
algas ja foi documentado na literatura. Magalhdes (2021), ao trabalhar com Cattleya
elongata Barb.Rodr., observou efeito inibitério sobre o crescimento linear quando
utilizou extrato de Ascophyllum nodosum, sugerindo que altas concentragdes de
compostos bioativos podem exercer efeito fitotdxico ou supressor sobre a expansao
celular.

Similarmente, Amatuzzi (2020) relatou que o extrato da macroalga Ulva
fasciata inibiu o desenvolvimento de orquideas a medida que aumentou a concentragao.
Em contrapartida, em outro estudo, Amatuzzi (2018) verificou que baixas doses de
Kappaphycus alvarezii estimularam o ntimero de brotos e folhas em Epidendrum
secundum Jacq. Esses resultados contraditorios na literatura reforcam que a resposta
vegetal a bioestimulantes compostos por algas ¢ dose-dependente e espécie-especifica.
No caso de C. nobilior, a Chlorella sp. parece ter atuado, nas concentragdes testadas, mais
como um regulador de crescimento do tipo citocininico — que quebra a dominancia
apical e estimula brotacao lateral (aumento de NB e NF) — do que como um promotor
de alongamento (auxinico), resultando em plantas mais compactas e ramificadas.

Além da agdo hormonal, a redugdo de crescimento e biomassa (MF, CT)
observada nos tratamentos com Chlorella sp. pode estar associada a alteragcdes no
potencial osmoético do meio ou ao acumulo de compostos fenolicos e sais minerais
presentes na biomassa da alga, gerando um estresse abiotico controlado. Carmo et al.
(2020) observaram fendmeno semelhante em Comanthera mucugensis (Giul.) L.R.Parra
& Giul. tratada com algas vermelhas, onde o estresse induzido pelo extrato reduziu o
crescimento, mas desencadeou mecanismos de sobrevivéncia, como a emissdo de
brotagdes adventicias.

Tais resultados evidenciam uma importante aplicabilidade biotecnologica de

Chlorella sp. para a conservacao de germoplasma vegetal. A limitagdo do crescimento
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vegetativo, associada a indu¢do de brotagdes, constitui uma condi¢dao favoravel para o
estabelecimento de protocolos de crescimento lento (slow growth), que podem ser
utilizados para a conservagao de espécies nativas, principalmente aquelas que apresentam
reduzida viabilidade das sementes produzidas.

Ainda, em bancos de germoplasma, prioriza-se a manutencao da estabilidade
fisiologica das plantas pelo maior tempo possivel sem a necessidade de subcultivos
frequentes (CHAUHAN et al., 2019). O perfil observado nas plantas tratadas com
Chlorella sp., caracterizado por porte reduzido e sistema radicular contido, mas com
meristemas ativos, alinha-se a esses protocolos conservacionistas. Resultados
semelhantes tém sido reportados em estudos de conservagdo in vitro de orquideas, tais
como Catasetum integerrimum Hook (LOPEZ-PUC et al., 2022) e Cattleya tigrina A.
Rich. (SA et al., 2022), Cattleya schilleriana Rchb.f. (ANDRADE et al., 2025), nos quais
a reducdo do crescimento vegetativo, sem comprometimento da viabilidade, ¢ utilizada
como estratégia eficaz para a manutencdo de germoplasma ex sifu por periodos
prolongados.

Dessa forma, o estudo aponta para duas rotas tecnoldgicas distintas: para a
producdo comercial em larga escala, o sistema BIT sem suplementacdo mostrou-se mais
eficiente. Por outro lado, para a manutencdo de colegdes de germoplasma, a
suplementagdo com Chlorella sp. apresenta-se como uma alternativa promissora,
induzindo um estado de crescimento lento benéfico para a conservagdo da espécie a médio

prazo.
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CONCLUSAO

O sistema de Biorreator de Imersdo Tempordria mostra-se superior ao
convencional para a micropropagacdo de Cattleya nobilior Rchb.f., promovendo maior
crescimento e enraizamento. A suplementacdo com Chlorella sp. atua como modulador
de crescimento, sendo que sua auséncia favorece a produg¢do de mudas para fins
comerciais, enquanto concentracdes Chlorella sp. induzem redugdo de porte e maior
brotagdo, sendo recomendadas para protocolos de conservacdo de germoplasma, tais

como o slow growth.
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CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho demonstrou que o uso de bioinsumos associado a sistemas
modernos de cultivo in vitro representa uma estratégia eficiente para a otimizagdo da
propagacdo de Cattleya nobilior Rchb.f.

No primeiro capitulo, o extrato aquoso foliar de Moringa oleifera Lam.
comprovou seu potencial como bioestimulante, promovendo incrementos significativos
no crescimento vegetativo e no enraizamento das plantas, apresentando-se como uma
alternativa viavel aos reguladores de crescimento sintéticos para a propagacao in vitro de
plantas dessa espécie.

No segundo capitulo, a biomassa de Chlorella sp., associada ao sistema de
Biorreator de Imersdo Temporaria (BIT), revelou ambiguidade biotecnologica. Enquanto
o sistema BIT sem Chlorella sp. maximizou a eficiéncia produtiva, a adi¢cao dessa
microalga permitiu a modulacdo do crescimento vegetal, induzindo caracteristicas ideais
para a conservagao in vitro de germoplasma.

De forma integrada, os resultados obtidos contribuem para o avango da
floricultura sustentavel, oferecendo protocolos distintos e complementares: um voltado
para a aceleragdo da producdo comercial, utilizando M. oleifera ou BIT sem adicao de
Chlorella sp. e outro utilizado para a conservagao de germoplasma, utilizando Chlorella
sp. Essas inovagdes fortalecem a cadeia produtiva de espécies nativas do Cerrado,

alinhando eficiéncia técnica com os principios da bioeconomia e da sustentabilidade.
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